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     Diagnostic relevance of autoantibody detection against inihibitor of apoptosis 
 proteins in colon cancer and colon adenoma 
（大腸癌および大腸腺腫における抗アポトーシス分子自己抗体検出の診断学的 
意義） 
 
研究目的 
これまで、Survivin、LivinやXIAPなどの抗アポトーシス分子 (inihibitor of 
apoptosis proteins：IAP) が、種々の癌や造血器悪性腫瘍細胞で高発現するこ
とが、我々も含め報告されている。これらの結果を受け、腫瘍マーカーとしての
抗アポトーシス分子の有用性に期待が持たれている。しかし、抗アポトーシス分
子の遺伝子や蛋白を検出するためには、腫瘍組織や細胞が必要なことから、臨
床応用には一定の限界があった。 
一方、癌抗原に対しては自己抗体が産生され、血中で検出可能なことが知ら
れている。我々も、肺癌、乳癌および肝細胞癌などで、SurvivinやLivinに対する
自己抗体の血中濃度が健常者と比べ高いことを報告してきた。しかし、既存の
腫瘍マーカーとの違いや前癌病変における陽性率など、網羅的かつ詳細に検
討した報告は未だみられない。そこで、本研究では、大腸癌およびその前癌病
変である大腸腺腫を対象とし、3種類の抗アポトーシス分子に対する自己抗体に
加え、抗p53自己抗体、CEAやCA19-9など既存腫瘍マーカーの血中濃度を測
定し、その診断学的意義について評価した。 
 
研究方法  
1) 対象 
当院と関連病院において、同意を得た上で採取した健常者 62 名、未治療の大
腸癌患者 176 名および大腸腺腫患者 250 名の血清を用いた。 
2) リコンビナント蛋白の作製法 
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大腸癌細胞（SW480）から mRNA を抽出し、RT-PCR 法で cDNA を作製した。
次に、cDNA を鋳型として PCR を行い、full length の Survivin（NM001168）、
Livin(AF311388)およびXIAP(U45880)を増幅した。各PCRの増幅産物を、蛋白
発現ベクターpRT151 に挿入後、大腸菌 BL21 に形質転換した。蛋白の精製に
は、HisTrap FF crude kit（Amersham 社)を使用した。Survivin のエピトープ解析
用には、Survivin 発現ベクターを鋳型とし、全長を３つの領域（Exon1-2、
Exon3、および Exon4）に分け、同様に作製した。 
3) 市販抗体およびリコンビナント蛋白 
検量線の作製および吸収試験には､市販の抗ヒト Survivin ウサギ抗体（R&D）、 
抗ヒト Livin マウス抗体(Abcam)および抗ヒト XIAP マウス抗体(R&D)を用いた。 
自家製リコンビナント蛋白の特異性を確認するための吸収試験には、Survivin
（BioVision）、Livin(ARP)および XIAP(R&D)のリコンビナント蛋白を、それぞれ 
使用した。 
4) ELISA 系 
自家製 Survivin、Livin および XIAP のリコンビナント蛋白を、ELISA plate に固
相化し、洗浄およびブロッキング後、1,000 倍希釈血清を 100μL 添加し、室温
で１時間反応させた。洗浄後、2 次抗体として 6,000 倍希釈抗ヒト IgG/HRP を反
応させた。再度洗浄し、ＴＭＢで発色、H2SO4(0.5mol/L)で反応停止後、吸光度
を主波長 450nm、対照波長 620nm で測定した。ブロッキングを除去する以降の
工程は、「全自動マイクロプレート EIA 分析装置 EVOLIS™ System」(Bio-Rad)を
用いて行った。 
5) 既存腫瘍マーカーの測定法 
抗 p53 自己抗体については、MESACUP™ anti-p53 テスト(MBL)を使用し、 
「全自動マイクロプレート EIA 分析装置 EVOLIS™ System」(Bio-Rad)で解析し
た。CEA と CA19-9 は、エクルーシス®試薬 CEAⅡおよびエクルーシス®試薬
CA19-9Ⅱを用い、「cobas® 8000 e series」(いずれもロシュ・ダイアグノスティッ
ク)で測定した。 
 
研究成績 
1) 自家製リコンビナント蛋白の特異性を確認するため、吸収試験を行った。す
なわち、市販抗体を市販リコンビナント抗原で予め吸収後、自家製リコンビナ
ント抗原固相化プレートへ添加し、吸光度を測定した。また、逆に市販抗体
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を自家製リコンビナント抗原で吸収し、市販抗原固相化プレートと反応させる
検討も行った。その結果、SurvivinおよびLivinについては、両者とも吸光度
がほぼ完全に低下した。XIAPに関しては、市販抗原と市販抗体との反応性
自体が悪く、実験系が成立しなかった。 
2) 各自家製抗原を固相化し、段階希釈した対応市販抗体を用いて検量線を作
製したところ、良好な直線性が得られた。 
3) 自己抗体のサブクラスを、15例の大腸癌患者血清を使用して解析した。その
結果、IgG、IgAおよびIgMのうち、最も試料間で反応性にばらつきが少なか
ったのはIgGであった。さらに、同じ患者血清を用いてIgGのサブクラスにつ
いても調べたところ、IgG1-IgG4のうちIgG1が恒常的に検出された。 
4) 6例の大腸癌患者血清を使用し、Exon1-2, 3および4の自家製リコンビナント
Survivin蛋白を抗原として、反応性の違いを解析した。その結果、いずれの
試料も全ての抗原と反応した。すなわち、自己抗体の認識するエピトープに
特異性は無く、本検出系の普遍性が確認された。 
5) 健常者群の平均値+2SDをカットオフとし、大腸癌患者176名における各腫瘍
マーカーの陽性率を調べた。単独陽性率については、CEA（35.2%）が最も
高く、抗p53自己抗体（29.0%）、抗Survivin自己抗体（24.4%）の順であった。 
また､病期別にみると、Cancer in adenoma（Stage 0）の25例では抗Survivin 
自己抗体の陽性率が16.0%と最も高く、CEAは4.0%に過ぎず、抗p53自己抗
体の陽性例は無かった。一方、StageⅠ（20例）については抗p53自己抗体、
StageⅣ（33例）ではCEAが、それぞれ45.0%、81.8%と最も高い陽性率を示し
た。 
6) そこで次に、各腫瘍マーカーを組み合わせたCombination assayによる陽性
率を、比較検討した。全176症例を対象とすると、抗Survivin自己抗体とCEA
の組み合わせが最も高い陽性率を示し、半数（50.0%）の癌を検出可能であ
った。病期別にみると、StageⅣでは、抗Survivin自己抗体とCEAの組み合わ
せが極めて高い陽性率（84.8%）を示した。一方、早期癌（Stage 0+I）に関して
は、抗Survivin自己抗体と抗p53自己抗体の陽性例が完全に独立しており、
両者の組み合わせで最も高い陽性率（35.6%）が得られた。 
7) 大腸腺腫患者250名における各腫瘍マーカーの陽性率については、他が 
1.2～3.2%であったのに対し、抗Survivin自己抗体は18.4%と際立って高かっ
た。 
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考察                                   
本研究では、3種類の抗アポトーシス分子に対する自己抗体検出系を確立
し、既存腫瘍マーカーとの比較検討を行うことで、大腸癌診断における意義を
解析した。抗アポトーシス分子の中では、Survivinに対する自己抗体が最も高い
陽性率（24.4%）を示した。抗XIAP自己抗体のそれは21.6%と、抗Survivin自己抗
体に次いで高かったが、両者を組み合わせても、陽性率は4.8%上昇したに過ぎ
なかった。この結果は、両者の陽性例に重複が多いためであり、SurvivinとXIAP
の発現に密接な関連があることを示唆している。一方、Livinについては、自己
抗体の単独陽性率は9.7%と低値で、大腸癌組織におけるLivinの発現自体が低
いことを反映していると考えられた。 
抗p53自己抗体の大腸癌における陽性率は16.3～26.0%と報告されており、
今回の検討でも29.0%であった。これまで、抗Survivin自己抗体と抗p53自己抗
体を組み合わせた場合の病期別陽性率については検討されておらず、不明で
あった。本研究では早期癌(Stage0+I)で両者の陽性例が完全に独立しているこ
と、そのため組み合わせると陽性率が35.6%まで高まることが、初めて明らかにな
った。他の腫瘍マーカーについては、全症例でみた場合、CEAと抗Survivin自
己抗体の組み合わせが50.0%と、最も高い陽性率を示した。しかし、これは進行
期(StageⅣ)におけるCEAの陽性率が81.8%と極めて高いことを反映した結果で
あり、早期癌の検出には適さないと考えられた。 
本研究では、前癌病変である大腸腺腫についても解析した。他の腫瘍マー
カーが1.2～3.2%であったのに対し、抗Survivin自己抗体の陽性率は18.4%と際
立って高かった。これを前述した大腸癌の病期別陽性率と考え併せると、抗
Survivin自己抗体は癌形成の極めて初期から出現しており、抗p53自己抗体と
の組み合わせで、早期大腸癌の検出に有用なことが示唆された。 
 
結論 
大腸癌および大腸腺腫症例を対象とし、3 種類の抗アポトーシス分子に対する 
自己抗体に加え、既存の抗 p53 自己抗体、CEA および CA19-9 の血中濃度を 
調べ陽性率を比較検討した結果、抗 Survivin 自己抗体と抗 p53 自己抗体の組み 
合わせが、早期大腸癌の検出に有用なことが明らかになった。 
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論文題名 
Diagnostic relevance of autoantibody detection against inhibitors of 
apoptosis proteins in colon cancer and colon adenoma 
（大腸癌および大腸腺腫における抗アポトーシス分子に対する自己抗体検出
の診断学的意義） 
結果の要旨 
本研究では、3 種類の抗アポトーシス分子(Survivin、Livin および XIAP)に対する自己
抗体の検出系を確立し、抗 p53自己抗体、CEAや CA19-9など既存腫瘍マーカーと比較検
討を行うことで、大腸癌診断における意義を解析した。その結果、抗 Survivin自己抗体と
抗 p53 自己抗体の組み合わせが、早期大腸癌の検出に有用なことを見出した。また、前癌
病変である大腸腺腫においても、抗 Survivin自己抗体の陽性率は、他の腫瘍マーカーと比
べ際立って高く、癌形成の極めて初期から出現していることが明らかになった。 
本研究の成果は、早期大腸癌および大腸腺腫における自己抗体検出の診断学的有用性に
関する新知見であり、博士論文に値すると審査委員全員から評価を頂いた。 
 
